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(5 7) Abstract: The invention relates to labeled 
or unlabeled nucleic acids for specifically binding 
to DNA of human adenoviruses (IIAdV-DNA), 
whereby the nucleic acid: a) comprises ihc 
sequence SEQ ID NO. 1. SEQ ID NO. 2 or 
SEQ ID NO. 3; b) comprises a sequence having 
a homology of greater than 78 % to SEQ ID 
NO. 1, SEQ ID NO. 2 or SEQ ID NO. 3 or; is 
complementary to a nucleic acid according to a) 
or b). The invention also relates to methods for 
detecting HAdV-DNA. 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben werden 
markicrtc oder unmarkicrte Nukleinsaurc zum 
spezifischen Binden an DNA humaner Adenoviren 
(IIAdV-DNA), wobei die Nukleinsaurc a) die 
Scqucnz SRQ ID NO. 1, SHQ ID NO. 2 odcr 
SEQ ID NO. 3 besitzt, b) eine Sequenz mil einer 
Ilomologie von mehr als 78% zu SEQ ID. NO. 1, 
SEQ TD NO. 2 oder SEQ ID NO. 3 besit/t oder 
c) komplementar zu einer Nukleinsaure nach a) 
oder b) ist. Beschrieben werden zudem Verfahren 
zum Nachweis von HAdV-DNA. 
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Mlttel und Verfahren zum Nachweis humaner Adenoviren 



Die vorliegende Erfindung betrifft Primer, Sonden sowie ein Kit daraus als 
Hilfsmittel fur den Nachweis humaner Adenoviren. Sie betrifft auch Nachweis- 
verfahren, bei denen die DNA von 15 Oder mehr HAdV-Serotypen erfasst 
werden konnen. 

Die 6 Spezies (frGher Subgeneri) der humanen Adenoviren (HAdV) mit ihren 
51 Serotypen sind mit einer Vielzahl von Krankhelten assoziiert. die alle Or- 
gansysteme betreffen konnen (verglelche Wadell, G.. A. Allard, and H. 
Hierholzer. 1999: Adenovirus, p. 970-981. In P. R. Murray, E. J. Baron, IVI. A. 
Pfaller, C. A. Tenover, and R. A. Yolken (ed.), IVlanual of Clinical Microbiology. 
ASM Press. Washington, D.C.). Beispiele fQr solche Krankheiten sind akute 
Atemwegserkrankungen bei kleinen Kindern, schwere LungenentzQndungen, 
pharyngokonjunktives Fieber (PCF), epidemische Keratokonjunktivitis (EKC), 
eitemde Genitallesionen, Geb3rmutterhalsentzQndung, Gastroenteritis und 
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HamlerterentzQndung. Insbesondere bei immunsupprimierten Patienten wie 
Z.B. Empfgngern von Organ- oder Knochenmarkstransplantationen fQhren 
ursprQnglich latente Infektionen der Polypen Oder des Urcgenitaltraktes zu 
erheblichen Belastungen mit HAdV verschiedener Serotypen. 

5 

Ein Qblicher Weg fOr die Diagnose von iHAdV-lnfelctionen ist die Vinjs- 
Isolierung mit nachfolgender Typisierung. Es kann aber bis zu drei Wochen 
dauem, bis sich ein cytopathisdier Effekt entwickelt und einige HAdV-Typen 
wachsen langsann und ineffektiv in Kultur oder bendtigen spezielle Zelllinien 

10 wie 293-GrahaiTvZellen zur Isolierung. Deshalb liaben viele Forschergruppen 
PCR-Protokolle fQr den Nachweis von HAdV in klinlsclien Proben entwickelt. 
Die meisten dieser PCRs wurden als „generisclie Protokolle" zum Nachweis 
von mSglichst alien Typen des Genus HAdV erstellt (Allard, A., B.AIbinsson, 
and G, Wadell: 2001. Rapid typing of human adnenoviruses by a general PGR 

15 combined with restriction endonueclease analysis. J Clin Microbiol. 39(2):498- 
505; Echavama, M., M. Forman, J. Ticehurst. J. S. Dumler. and P. 
Charache.1998. PGR method for detection of adenovirus in urine of healthy 
and human immunodeficiency virus-infected individuals. J Clin Microbiol. 
36(11):3323-6; Pring-Akerblom. P., and T. Adrian. 1994. Type- and group- 

20 specific polymerase chain reaction for adenovirus detection. Res Virol. 
145(1 ):25-35). 

Die genannten Schriften offenbaren entweder nur Mittel und Verfahren zum 
Nachweis einer geringen Zahl von HAdV-Serotypen oder beschreiben fur den 
25 Elnsatz in der PGR nur degenerierte Primer, was tatsachlich die Venvendung 
einer Vielzahl von Primerpaaren bedeutet, von denen jedes einzelne in den 
beschriebenen Systemen jeweils nur eine geringe Zahl von HAdV-Serotypen 
spezifisch bindet. Eine Sonde zum Nachweis von HAdV-DNA ist nicht offen- 
bart. 

30 

Im Rahmen des vorliegenden Textes gelten folgende Definitionen: 



Primer . Kurzes DNA- oder RNA-Oligonukleotid, das den Anfangspunkt der 
DNA-Synthese wahrend der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) darstellen und 
35 desen Basenabfolge fQr jede Position der Sequenz vollstandig beschrieben 
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werden kann durch die Angabe jeweils einer der Basen Adenin, Cytosin, Gua- 
nin und Thymin bzw. Uracil. 

Deoenerierter Primer : Gemiscfi von Primern, die in der textlichen Wiedergabe 
ubllchenA^eise in einer einzigen Sequenz zusammengefasst warden, indem an 
den Positionen der Sequenz, an denen einzelne der Primer des Gemisches zu 
einander verschieden sind, Variablen eingefOgt sind, die fQr jede im Primer- 
gemisch an der betreffenden Stelle der Sequenz vorhandene Base stehen 
konnen. 

Primerpaar : Zwei Primer, von denen je einer an je einen der zwei DNA- 
Strange einer DNA spezifisch binden kann. so dass mittels einer PGR der zwi- 
schen diesen belden Primern liegende Bereich der DNA (einschlieBlich der 
Abschnitte, an die die Primer binden) amplifizlert v\/erden kann. 

Sonde : Nukleinsauresequenz, die in einzelstrangiger. in der Regel markierter 
Form, zur Hybridisierung in Form einer spezifischen Bindung mit komplemen- 
taren oder den komplementaren verwandten Sequenzen befSliigt ist und da- 
durch deren qualitative oder quantitative Bestimmung ennoglicht. 

Soezifische Bindung : Hybridisiemng einer Sonde oder eines Primers mit einer 
Nukleinsaure mit nicht mehr als 20% Fehlpaarungen (mismatches) zwischen 
den Basen von Sonde oder Primef und der besagten NukleinsSure. 

Fehloaarunaen : Basenpaarungen, die nicht aus der Kombination von (a) Cy- 
tosin (C) und Guanin (G) oder (b) Adenin (A) und Thymin (T) oder (c) Ade- 
nin (A) und Uracil (U) (letzleres fQr den Fall der DNA/RNA-Hybride) gebildet 
sind. 

Alle bzw. alle bekannten HAdV-Serotvpen : Die HAdV-Serotypen gemSB N.N. 
(2000): Adenoviridae, pp. 227-238. In: M. H. V. Van Regenmortel, C. M. Fau- 
quet. D. H. L Bishop, E. B. Carsten. M. K. Estes, S. M. Lemon. J. Maniloff, M. 
A. Mayo. D. J. McGeoch. C. R. Pringle, and R. B. Wickner (Eds): Virus Taxo- 
nomy. Seventh Report of the Intemational Committee for the Taxonomy of 
Viruses. Academic Press, New York. San Diego. 
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Homoloqie : Bezeichnung fOr den Grad der Obereinstimmung von zwei DNA- 
oder einer DNA- und einer RNA-Sequenz. Der Grad der Homologie (in %) 
entspricht dem Grad (in %) der durch den Vergleich der beiden Sequenzen 

5 mit Hilfe des Programmes EMBOSS: rneedle (global) (Einstellungen: Gap 0- 
pen: 10.0; Gap Extend: 0.5; Molecule: DNA; Matrix: DNAfull) enmittelten Identl- 
tat. (Das genannte Programm implementiert den Alignieralgorithmus von Nee- 
dieman and Wunsch; vergleiche Needleman, S. B. and Wunsch, C. D, (1970). 
A general method applicable to the search for similarities in the amino acid 

10 sequence of two proteinsJ. Mol. Biol. 48. 443-453,) FQr den Vergleich von 
RNA- mit DNA-Sequenzen erfolgt dabei die Eingabe der RNA-Sequenz unter 
Austausch des U (fur UradI) durch T. 

Komolementar Komplement§rit§t zwischen den Sequenzen zweier Nuklein- 
15 sauren besteht dann, wenn diese ohne Fehlpaarung miteinander hybridisiert 
werden konnen. Fur DNA- / RNA-Hybride gelten A - T- und A - U-Paaaingen 
dabei nicht ais Fehlpaarung. 

Quantitative Detektion : Ermittlung der Konzentration der DNA zu untersu- 
20 chender HAdV-Viren in Proben zumindest relativ zueinander zu ermittelt Be- 
vorzugt eriaubt die quantitative Detektion (Quantifikation) auch den RQck- 
schluss auf die absolute Konzentration dergenannten DNA. 

Charakterisleren : DurchfQhrung eines Oder mehrerer infomiationsbeschaffen- 
25 der Schritte, die (a) eine Zuordnung von DNA zu dem Organismus oder Virus 
emiOgllchen, aus dem sie stammt, oder (b) zu dem Resultat fOhren. dass fOr 
eine Zuordnung der DNA zum Herkunftsorganlsmus bzw. -virus noch nicht 
genQgend Infomnationen im Stand der Technik vorhanden sind. 

30 Ein aus medizinischer und molekularbiblogischer Sicht enorm storendes tech- 
nisches Problem fur den gleichzeitigen Nachweis von DNA-Material. das aus 
einer grOIieren Zahl von HAdV-Serotypen stammen kann. ist die hohe Se- 
quenzdiversitat der HAdV. Diese macht es nSmlich nahezu unmSglich. in den 
Genomen der HAdV-Serotypen Regionen zu finden, die jeweils eine spezifi- 
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sche Bindung einzelner PCR-Primer und/oder Sonden an eine gr6&ere Zahl 
von HAdV-DNA-Sequenzen unterschiedlicher Serotypen ennoglichen. 

Primare Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, (a) Primer und/oder 
(b) Sonden zu emiitteln, die (a) eine spezifische Vervielfaitigung und/oder 
(b) den spezifischen Nachweis der DNA einer grdBeren Zahl untersdiiedlicher 
HAdV-Serotypen ennbglichen. 

ErfindungsgemaU wird diese Aufgabe gelost durch markierte oder unmarkierte 
Nukleinsaure zum spezifischen Binden an DNA humaner Adenoviren (HAdV- 
DNA), wobei die Nukleinsaure 

a) die Sequenz SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2 Oder SEQ ID NO. 3 besitzt, 

b) eine Sequenz mil einer Homologie von mehr als 78% zu SEQ ID NO. 1, 
SEQ ID NO. 2 Oder SEQ ID NO. 3 besitzt oder 

c) komplementSr zu einer Nukleinsaure nach a) oder b) ist. "i 

FQr die Markierung der Nukleinsaure stehen dem Fachmann eine Reihe von 
M6glichkeiten zur Verfugung wie z.B. Fluoreszenz-, Lumlneszenz-, Farb-, Oder 
radioaktive Markiemng oder Enzyme, die die Blldung nachweisbarer Reakti- 
onsprodukte katalysieren, oder Feststoffe wie beispielsweise Metallpartikel yN\e 
magnetische Bits. 

Oberrachenderweise hat sich gezeigt, dask bei EInsatz von Primem der SEQ 
ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 als Primerpaa'r in einer PGR die Amplifikat'on von 
DNA aller HAdV-Serotyperl aufgrund spezifischff Bindung der Primer prreicljj 
wIrd. Noch erstaunlicher ist es, dass zudem in dem von den Primem begrenz- 
ten Bereich auf der DNA jedes Serotypen ein Abschnitt vorlianden 1st, an den 
elr^e Sonde der SEQ ID NO. 3 (oder einer zu SEQ >D No. 3 komplernentaren 
Sequenz) spezifisch binden l<ann. Es hat sjch zudem bei der Verwendung der 
genannten Nukleinsauren als Primer und 'Sonde herausgeste4j dass dfese 
unter stringenten Bedingungen (>50 "C, .bevorzugt ^55 °C) in der Ugesihd, 
an die DNA von 45, bevorzugt alien derz^it bekamten HAdV-Serotyper» spezi- 
fisch zu binden. 
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Ebenso Qberraschend ist die Tatsache. dass trotz der hohen Sequenzdiversi- 
tat der DNA der HadV-Serotypen die drei konservierten Abschnitte, an die die 
genannten Primer und Sonden binden, bei s§mtlichen in diesem Bereidi be- 
reits sequenzierten HAdV-Serotypen in einem verhaltnismaliig kurzen Bereicli 
von weniger als 150 Basen liegen. 

Dementsprechend ist die Kombination von erfindungsgemalien Nukleinsauren 
in Fonn von Primern der SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 und einer Sonde 
der SEQ ID NO. 3 (Oder der dazu komplementaren Sequenz) ein in Nach- 
weisverfahren fOr die DNA von HAdV besonders vorteilhaft einsetzbares En- 
semble. 

Zusatzlich erstaunllch war, dass in der Praxis die genannten Primer und die 
Sonde soger noch bei Aniagerungstemperaturen, die groBer als die berechne- 
te theoretische Schmelztemperatur der Primer mil ihren Bindungsabschnitten 
auf der DNA einzelner HAdV-Serotypen slnd, zur Aniageaing befahigt waren 
und damit auch die -Amplifikation der DNA dieser Serotypen zuverlassig er- 
moglichen bzw. die DNA nachweisen konnten (vergleiclie Fig. 1, multiples 
Alignment, sowie Beispiele). 

Selbstverstandlich ist in manchen Fallen auch die Kombination der erfin- 
dungsgemaiien Nukleinsaure der SEQ ID NO. 1 mit der der SEQ ID NO. 3 
Oder der SEQ ID N0.2 mit der zu SEQ ID NO. 3 komplementaren Sequenz zu 
Primerpaaren sinnvoll, insbesondere wenn es nur auf die MOglichkeit der 
Amplifikation der DNA aller HAdV-Serotypen ankommt. 

Ebenso. k5nnen (bei entsprechender Markiemng) die erfindungsgemaBen 
Nukleinsauren der SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 sowie die dazu komple- 
mentaren Nukleinsauren als spezifische Sonden fQr den Nachweis von DNA 
aller HAdV-Serotypen verwendet werden. 

Oft ist es in der medizinischen Praxis nicht notwendig, die DNA aller HAdV- 
Serotypen zu amplifizieren oder nachzuweisen.. Experimente, Oberlegungen 
und Berechnungen haben insoweit ergeben, dass erfindungsgemaBe Nuklein- 
sauren, deren Sequenz eine Homologie > 78% zu den SEQ ID NO. 1, 
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SEQ ID NO. 2 Oder SEQ ID NO. 3 besitzt, noch Immer an eine groBe Zahl der 
DNA der HAdV-Serotypen speaSfisch binden kSnnen. >78% Homologie bedeu- 
tet dabei z.B. im Falle der SEQ ID NO. 1, dass die homologe Sequenz an bis 
zu 5 Positionen der Basenabfolge von der SEQ ID NO. 1 abweichen kann. 
Bevorzugt sind selbsWerstandlich erfindungsgemSlie Nukleinsauren. mit einer 
h5heren Homologie zu den Sequenzen der genannten SEQ IDs wie etwa sol- 
che mit > 82%, > 86%, > 91% und > 95%, vwbei jede Prozentangabe bezo- 
gen auf SEQ ID NO. 1 eine Positionsabweichung weniger zulSsst. 

Vorzugsweise sind die erfindungsgemalien Nukleins&uren als Sonde oder 
Primer so ausgewalilt. dass sie befahigt sind, spezifiscli an die DNA von ^ 15, 
s 25, ^ 30. i 35. > 40 Oder sogar > 45 HAdV-Serotypen zu binden. Diese Fa- 
liigkeit kann der Factimann durcli Experimente oder den datenbankgeschutz- 
ten Sequenzvergleicli einer erfindungsgemalien Nukleinsaure mit der DNA 
der einzeinen HAdV-Serotypen enriitteln. In den Sequenzvergleich kSnnen 
dabei alle HAdV-Serotypen einljezogen virerden, deren Sequenz im Bereicli 
des Bindungsabschnittes der erfindungsgemSBen Nukleinsauren (das ist das 
Hexon-Gen) bekannt isL 

Bestandteil der Erfindung ist auch ein Verfahren, mit dem NukleinsSuren er- 
mittelt werden kSnnen, die als Primer und Sonden (ebenfalis) an eine groBe 
Zahl der DNA der unterschiedlichen HAdV-Serotypen spezifisch binden kSn- 
nen: 

- Dazu wird in einem ersten Schritt die genetlsche Variabllitat verschledener 
Regionen der Genome der bereits komplett sequenzierten HAdV mit Hilfe ei- 
nes multiplen Alignments dieser Genomdaten analysierL 

- In einem zwelten Schritt wird einer oder vi^erden mehrere hoch konservierte 
Abschnitte von ca. 20 Basenpaaren L&nge bestimmt In einer bevorzugten 
AusfOhmng werden dabei drisi hochkonservierte Abschnitte in einem Bereich 
von wenlger als 1000 (bevoizugt weniger als 500, wiedemm bevorzugt weni- 
ger als 200) Basenpaaren Liinge eonittelt. 

- In einem dritten Schritt erfolgt eine emeute Analyse des oder der emiittelten 
Genomabschnitte bzw. des emiitlelten Bereiches mit den drei hochkonseryier- 
ten Abschnitten mit Hilfe eines weiteren multiplen Alignments, das vorzugs- 
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weise samtliche verfQgbaren HAdV-Sequenzdaten, also auch die bereits be- 
kannten Daten von HAdV-Serotypen, die noch nicht vollstandig sequenzlert 
sind, berOcksichtigt 

. In einem letzten Schritt werden mit Hilfe des zweiten multiplen Alignments 
eine. 2:wei Oder bevorzugt drei Konsensussequenzen emiittelt, die durch 
Schmelzlemperaturberechnungen fOr die Hybridisierung der Primer- bzw. 
Sondensequenzen mit den bekannten Sequenzen des multiplen Alignments 
so gewShlt werxlen, dass eine effektive spezifische Sonden- bzw. Primerbin- 
dung an die DNA der oben genannten groBen Zahl von HAdV-Serotypen zu 
erwarten ist 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Nachweis von HAdV-DNA in 
einer Probe, mit folgenden Schritten: . 

- Bereitstellen einer Probe, die potentiell HAdV-DNA enthalt, 
Bereitstellen einer Sonde, die jeweils spezifisch an die DNA von zu- 
mindest 35 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden kann. 

- Vermischen der Sonde mit der Probe. 

- Amplifizieren von Bereichen jeder der in der Probe tatsachlich enthal- 
tenen DNA der 35 HAdV-Serotypen, so dass der Abschnitt, an den die 
genannte Sonde spezifisch binden kann, mit amplifiziert wird, 

. Einstellen.von Bedlngungen. die eine spezifische Bindung der Sonde 
an Abschnitte der amplifizierten Bereiche ermOglichen. 

- Detektieren amplifizierter DNA-Absdinitte. an die eine Sonde gebun- 
den ist. 

Bevorzugt ist. dass die Sonde so ausgewahit Ist, dass sie nicht nur an die 
DNA von 35 sondem an die DNA von ^ 40, wiederum bevorzugt ^ 45, wieder- 
urn bevorzugt alien HAdV-Serotypen spezifisch binden kann. 

Bevorzugt wird dabei als Sonde eine erfindungsgemSRe Nukleinsaure, insbe- 
sondere.eine (a) mit der Sequenz der SEQ ID NO. 3 (b) mit einer Sequenz mit 
einer Homologie > 78 % zu SEQ ID NO. 3 Oder (c) mit einer zu (a) oder (b) 
komplementaren Sequenz venwendet. 
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Die bereitzustellende Probe, die potentiell HAdV-DNA enthaft, wird mit dem 
Fachmann gelaufigen Methoden aus klinischen Oder anderen Proben wie z.B. 
Zelikulturen, Blut, Plasma, Serum, Stuhl, Sputum, Urin, augers Oder nasopha- 
ryngealen Abstrichen Oder cerospinaler FIQssigkeit (CSF) fQr den Einsatz in 
einem DNA-Ampiifikationsverfahren, bevorzugt einer PGR vorbereitet: Die 
Bedingungen, die eine spezifische Bindung der jeweiligen Sonde ermdglichen, 
wird der Fachmann leicht uber die Variation geeigneter Parameter, insbeson- 
dere uber die Variation der Temperatur einstellen. 

Die erfindungsgemaB vorgesehene Amplifikation von DNA wird in den meisten 
Fallen uber das PCR-Verfahren erfolgen. Sie kann aber auch auf anderen 
Wegen erfolgen, z.B. durch Virusvermehrung oder VektorvervielfSltigung. 

Die Detektion der amplifizierten DNA-Abschnitte, an die eine Sonde gebunden 
ist, kann je nach Wahl der Markieoing der Sonde und der Sonde selbst durch 
Verfahren wie z.B. Northemblot-, Westernblot-, Chemolumineszenz- oder Flu- 
oreszenz-Verfahren erfolgen. 

Es ist zu betonen, dass die Reihenfolge der Schritte des erfindungsgemdllen 
Verfahrens den Erfordemissen angepasst warden kann und einzelne oder die 
Abfolge mehrerer Schritte auch gegebenenfalls (mehrfach).wiederholt werden 
kOnnen. Letzteres betrifft insbesondere die fQr eine PGR typischen Schritte. 
Das Vermischen der Sonde mit der Probe wird in vielen Fallen - abhSngig 
vom Nachweisverfahren - erst nach dem oder den Amplifizierungsschritten 



Das erfindungsgema&e Verfahren bietet den Vorteil, dass mit einer einzigen 
Sonde der Nachweis m5glich ist, dass DNA aus einer Gruppe von 35 (bzw. 
^ 40 bzw. ^ 45 bzw. alien) HAdV-Serotypen in der zu untersuchenden Probe 
und damit auch in der klinischen Probe, aus der die zu untersuchende Probe 
gewonnen worden ist, vorhanden ist Insbesondere kann die Sonde dazu ver- 
wendet werden, die amplifizierte DNA-Bereiche naher zu charakterisieren und 
sie damit von (ungewoilt) mitamplifizierten DNA-Bereichen (wie z.B. aus 
Pseudogenen oder aufgmnd schlechter PrimenA^ahl) zu unterscheiden. 



erfolgen. 
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Ein weiteres erfindungsgem§lies Verfahren betriffl einen Nachweis von HAdV- 
DNA in einer Probe, mit folgenden Schritten: 

- Bereitstellen einer Probe, die potentiell HAdV-DNA enthSIt, 

- Bereitstellen zumindest eines Primerpaares, das jeweils spezifisch an 
die DNA von zumindest 25 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden 
kann. 

. Vermischen des zumindest einen Primerpaares mit der Probe, 

Einstellen von Bedingungen, die eine spezifische Bindung je eines der 
Primer an je einen der DNA-Strange jedes einzelnen der besagten 25 
HAdV-Typen emnoglichen. 

- Amplifizieren der durch das zumindest eine Primerpaar begrenzten Be- 
reiche jeder der in der Probe tatsachlich enthaltenen DNA der 25 
HAdV-Serotypen. 

- Detektieren amplifizierter DNA-Bereiche 

Bevorzugt ist, dass das Primerpaar so ausgewShlt ist, dass es nicht nur an die 
DNA von 25 sondern an die DNA von ^ 30. wiederum bevorzugt ^ 40, wieder- 
um bevorzugt alien HAdV-Serotypen spezifisch binden kann. 

Bevorzugt werden dabel als Primer erfindungsgemSBe Nukleinsauren ver- 
wendet. insbesondere solche mit der Sequenz der SEQ ID. NO. 3 (oder dazu 
komplementare) und ganz besonders bevorzugt NukleinsSuren (a) der SEQ 
ID NO. 1 und/oder SEQ ID NO. 2 Oder (b) einer Sequenz mit einer Homologie 
> 78 % zu SEQ ID NO. 1 oder SEQ ID NO 2. 

Die Amplifikatlon von DNA hieriDel erfolgt regelmaiiig Qber das PGR- 
Verfahren. Andere Verfahren zur in vitro Ampllfikation von NuklelnsSurese- 
quenzen kdnnen auch angewendet werden. 

Die Bedingungen. die eine spezifische Bindung der Primer an die entspre- 
chenden DNA-Str&nge ermbglichen. wird der Fachmann wiederum Qber die 
Variation geelgnete Parameter, insbesondere die Temperatur. einstellen. 
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Die Detektion der amplifizierten DNA-Bereiche kann beispielsweise durch Auf- 
trennung im Gel in einem Transilluminator. durch Konzentrationsbestlmmung 
nach Umfallen (wodurch kurze DNA-Absdinitte und Einzel-Nukleotide aus der 
Probe entfemt wurden) oder aber auch durch Hybridisierung mit insbesondere 
5 erfindungsgemaBen Sonden (siehe oben) erfolgen. Hinsichtlich weiterer Ein- 
zelheiten {z.B. Reihenfolge der Schritte, HSufigkeit der Einzelschritte. Vorbe- 
reitung der Proben) gilt das oben Gesagte entsprechend. 

Ein wesentlicher Vorteil des Einsatzes eines bevorzugten erfindungsgemalien 
Primerpaares. liegt darin, dass dieses spezifisch an die DNA von 25 . ^ 30. ^ 
40. Oder sogar von alien HAdV-Serotypen binden kann. Dementsprechend 
mQssen die Amplifikationsbedingungen fur nur wenige Primerpaare- 
idealerweise nur fur Eines - optimiert werden. 
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Je weniger Primer eingesetzt werden, desto gehauer ist der Amplifikationsvor- 
gang behen^schbar, da die jeweils relevante Primerkonzentration, die unter 
anderem Auswirkungen alif die Schmelztemperatur besitzt, besser zuganglich 
ist. AulJerdem erschwert eine steigende Zahl von Primem die experimentelle 
Handhabbari^eit. 

Der Einsatz von mehr als zwei ein erstes Primerpaar bildenden Primem er- 
folgt, wenn die DNA einer zweiten Gruppe HAdV-Serotypen amplifiziert 
und/oder nachgewiesen werden soil, an die ein oder beide Primer des ersten 
Primerpaares nicht spezifisch binden kdnnen. Der zusStzliche oder die zusatz- 
lichen Primer mQssen dann so gewShIt werden, dass sie eine spezifische Bin- 
dung an die DNA der zweiten Gruppe HAdV-Serotypen unter Bedingungen 
eingehen, be! denen auch das erste Primerpaar spezifisch an die DNA bindet, 
an die es spezifisch binden kann. 

Der Einsatz weiterer (entsprechend angepasster) Primer erfolgt auch dann, 
wenn stringentere Bedingungen, etwa solche, die weniger als vier Fehlpaa-r 
rungen bei der Primerbindung zulassen, benotigt werden. 



wo 2004/4 




PCT/EP2002/012756 



-12. 



Das durch die erfindungsgemSKen Verfahren' ermdglichte frOhzeitige Nach- 
weisen eines Befalls mit (wenigstens) einem Virus aus einer Gruppe von 
HAdV-Serotypen ist insbesondere fQr Patienten, die immundefizient oder - 
supprimiert sind, von ggf. lebenswichtiger Bedeutung. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zum Nachweis von HAdV-DNA In 

einer Probe, mit folgenden Scliritten: 

Bereitstellen einer Probe, die potentiell HAdV-DNA enthalt, 
Bereitstellen zumindest eines Primerpaares, das jeweils spezifisch an 
die DNA von zumindest 15 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden 
kann, 

Bereitstellen einer Sonde, die jeweils spezifisch in den durch das zu- 
mindest eine Primerpaar begrenzten Bereichen an die DNA der glei- 
chen zumindest 15 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden kann, 
Vemnischen des zumindest einen Primerpaares mit der Probe, 
Venmischen der Sonde mit der Probe, 

Einstellen von Bedingungen, die eine spezifische Bindung je eines der 
Primer an je einen der DNA-StrSnge jedes einzelnen der besagten 15 
HAdV-Typen ermoglichen, 
- Amplifizieren der durch das zumindest eine Primerpaar begrenzten Be- 
reiche jeder der in der Probe tats3chlich enthaltenen DNA der 15 
HAdV-Serotypen, 

Einstellen von Bedingungen, die eine spezifische Bindung der Sonde 
an Abschnltte der amplifizierten Bereiche erm6glichen, 
Detektieren amplrfizierter DNA-Abschnitte, an die eine Sonde gebun- 
den ist. 

Dabei ist bevor7ugt, dass das Primerpaar und die Sonde nicht nur an die DNA 
von 15 sondern von ^ 20, bevorzugt ^ 30, wlederum bevorzugt ^ 40. erneut 
bevorzugt ^ 45 und schlieBlich bevorzugt alien HAdV-Serotypen spezifisch 
binden kann. FQr Einzelheiten zu den genannten Schritten, vortellhafte Primer 
und Sonden sowie sonstige bevorzugte Ausgestaltungen der erfindungsge- 
mSHen Verfahrens gilt das bei den vorbeschriebenen Verfahren EnvShnte. 




PCT/EP2002/012756 



Ein besonderer Vorteil des gleichzeitigen Verwendens eines Primerpaares 
und einer Sonde, die jeweils spezifisch an die gleiche DNA der genannten 
Anzahl unterschiedlicher HAdV-Serotypen binden konnen, liegt darin, dass 
zum erfmdungsgemSBen Nachweis von IHAdV-DNA einer Vielzahl von Seroty- 
pen jeweils drei spezifische Bindungen notwendig sind und. erzeugt werden. 
Dies erhOht die Zuverl§ssigkeit des Nachweisverfahrens erheblich gegenOber 
Verfahren mit riur zwei spezifischen Bindungen (PGR) oder solchen mit nur 
einer spezifischen Bindung (Nachweis per Sonde). 

In bevorzugten erfindungsgemalien Verfahren werden zum Amplifizieren l^ei- 
ne degenerierten Primer venvendet. Der ausschlielJIiche Einsatz nicht- 
degenerierter Primer bietet insbesondere den Vorteil, dass die Reaktion bes- 
ser berechenbar ist. So kann man bei bekanntem Ziel-Bindungsabschnitt des 
nicht-degenerierten Primers das Bindungsverhalten, d.h. die Schmelztempera- 
tur sehr exakt berechnen. DemgegenQber besteht bei degenerierten Primem, 
wenn sie nach den ubiichen Oligosyntheseverfahren hergestellt werden, das 
Problem, dass nicht klar ist, in welchem Verhgltnis die tatsachlich vorhande- 
nen Primervarianten voiiiegen. Dabei beeinflusst die Konzentration jedes ein- 
zelnen Primers in einen;i degenerierten Primer die jeweilige Schmelztempera- 
tur, welche wiederum wichtig fur die Anlagerung des einzelnen Primers an den 
Zielabschnitt der DNA ist. Das Veriiaitnis der Konzentrationen der tatsachlich 
in einem degenerierten Primer vortiandenen Primervarianten zueinander ist 
zudem von den genauen Herstellungsbedlngungen abh3ngig. die wiederum 
bei unterschiedlichen Anbietem unterschiedlich sein kdnnen, so dass ein de- 
generierter Primer sich in seiner tats3chlichen Zusammensetzung nicht unwe- 
sentlich von dem von einem anderen Hersteller gelieferten .gleichen*' degene- 
rierten Primer unterscheiden kann. Dies hat natQriich einen negativen Einfluss 
auf die Reproduzierbariceit der Nachweisverfahren. Aufterdem kommt es bei 
mehreren nicht genau definierten Basen innertialb des degenerierten Primers 
zu einer Vielzahl von mbglichen Primer-Varianten, was fOr die einzelnen tat- 
sachlich voriiegenden Primer bedeuten kann, dass sie in verhaltnismSdig ge- 
ringer Konzentration vorliegen und so fClr die ihnen entsprechende HAdV-DNA 
eine zu geringe Konzentration vortSuschen oder im Nachweis versagen kon- 
nen. Als weiteres Risiko besteht die Gefahr, dass bei einer grofieren Zahl von 
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Primer-Varianten In einem degenerierten Primer einzelne Primer miteinander 
hybridisieren und somit fur die PGR gar nicht mehr zur VerfQgung stehen. 



niger als 11, bevorzugt weniger als 5, wiederum bevorzugt weniger ais 3 zu 
einander verschiedene Primer eingesetzt. 

Die Verwendung einer nur geringen Zahl von Primem fiihrt zu einer besseren 
Berechenbariceit des gesamten Aniagerungs- und Amplifikationsprozesses, 
insbesondere dann, wenn die Zielsequenzen (die Bindungsabschnitte) auf der 
nachzuweisenden DNA bekannt sind. Des weiteren treffen die oben beschrie- 
benen Nachteile degenerierter Primer fur Primer im Sinne der hier gultigen 
Definition auch dann nicht zu, wenn mehrere Primer eingesetzt werden. 

In bevorzugten erfindungsgemalien Verfahren werden - wie erwahnt - 
erfindungsgemaUe Nukleinsauren als Primer (identisch mit Oder abgeleitet von 
SEQ ID NO. 1, SEQ ID N0!2 Oder SEQ ID NO. 3, vergleiche oben) zum 
Amplifizieren eingesetzt werden. Diese Primer erfQIIen die Anforderung an 
Primer fOr die erfindungsgemalien Verfahren in hervorragender Weise, insbe- 
sondere sind sie in der Lage, spezifisch an die DNA einer groUen Zahl unter- 
schiedlicher HAdV-Serotypen zu binden. Insbesondere fOr die PGR werden 
Primerpaare aus erfindungsgemSften Desoxynukleinsauren ausgewShK. Da- 
bei fallt es dem Fachmann nicht schwer, unter BerQcksichtigung der Synthese- 
richtung der DNA-Poiymerase die jeweils sinnvolle Sequenz fOr einen For- 
ward- und die entsprechende fOr einen Reversprimer.zu bestimmen. 

In bevorzugten erfindungsgemSden Verfahren werden - wie erwdhnt - erfin- 
dungsgemafie NukleinsSuren (identisch mit Oder abgeleitet von SEQ ID NO. 
1, SEQ ID N0,2 Oder SEQ ID NO. 3, vergleiche oben) als Sonden eingesetzt. 
Dabei ist es unter anderem abhangig von dem zu amplifizierenden DNA- 
Bereich, welche der SEQ ID NO. 1 bis 3 der Fachmann als bevorzugte Grund- 
lage fQr die Sonde venA^endet. 



In bevorzugten erfindungsgemaden Verfahren werden zum Amplifizieren we- 



Besonders bevorzugt in diesem Zusammenhang sind RNA- oder DNA- 
Sonden. die von der SEQ ID NO. 3 abgeleitet wurden, weil dann bei Einsatz 
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von Primerpaaren, die von SEQ ID NO. 1 uhd 2 abgeleitet sind, der Sonden- 
bindungsabsdinitt im Amplikon liegt. Dabei ist es aufgrund der Tatsache, dass 
die beiden DNA-Str3nge, die den Bindungsabschnitt umfassen, konnpiementSr 
zueinander sind, nur von untergeordneter Bedeutung, ob die Sonde einer der 
oben beschriebenen Sequenzen entspricht, Oder Icomplementar zu dieser ist. 

Die genannten Sonden erfullen die Anforderung an Sonden fQr die erfin- 
dungsgemSRen Verfahren in besonderer Weise, insbesondere sind sie in der 
Lage spezifisch an die DNA einer groKen Zahl von HAdV-Serotypen zu bin- 
den. 

Vorzugsweise sind die erfindungsgemalien Verfahren so gestaltet, dass der 
amplifizierte Bereich (Amplikon) ^ 500, bevorzugt <, 300, wiederum bevorzugt 
^150 Basenpaare umfassL 

Vorteile eines Amplikons von geringer Grolie bestehen im Vergleicli mit gro- 
(ieren Amplikons insbesondere darin, dass die PCR schneller erfolgen kann, 
nur der Einsatz einer geringeren Menge an Nukleotiden notwendig und die 
Genauigkeit der DNA-Vervielfaltigung erhSht ist 

In besonders bevorzugten AusfQhrungsformen der erfindungsgemS&en Ver- 
faliren erfolgt die Detektion der amplifizierten DIMA-Berelche unter real time 
Bedingungen wShrend und/oder nach einem, mehreren Oder jedem Amplifika- 
tionsschritt. 

„Unter real time Bedingungen" bedeutet liierbei, dass das Amplifikationsver- 
fahren, das regelmSdig eine wiederholte Abfolge von mehrere,n Schrltten um- 
fasst (PCR) fQr die Detektion der amplifizierten DNA nidit unterbrochen wer- 
den muss. Dabei ist unter dem Terminus „nach jedem Amplifikationsschritt" 
nicht zu versteiien. dass unmittelbar nacli Beendigung des Amplifikati- 
onssciirittes die Detektion erfolgen muss. 

In bevorzugten AusfQhrungsformen der erfindungsgemaUen Verfahren bindet 
eine Sonde fOr die in-Situ-Detektion spezifisch an Template-DNA und an in 
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den vorangehenden Amplifizlerungsschritten vervleffaitigte DNA der nachzu- 
weisenden HAdV-Serotypen. Dies geschieht bevorzugt wShrend des Primer- 
bindungsschrittes (annealing) wShrend der PGR. Dabei ist die Sonde so zu 
wahlen, dass sie bei gleichen Bedingungen wie die Primer an die Ziel-DNA 

5 bindet. Bevorzugt ist dabei eine erfindungsgemaHe, von der SEQ ID N0.3 
abgeleltete Nukleinsaure. Durch das Bindungsereignis kann dann eine VerSn- 
derung eines Signales z.B. die Verstarkung oder Abschwachung von Fluores- 
zenz ausgelSst und detektiert warden. Die Detektion kann aber auch aufgrund 
einer erst durch die Bindung der Sonde an ihren Zielabschnitt der DNA emndg- 

10 iichten Reaktion wie z.B. dem Freisetzen eines Farbstoffes Oder eines Quen- 
chers Z.B. durch die Nuklease-Aktivitat einer DNA-Polymerase erfolgen. 

Ein so gestaltetes Verfahren bietet den Vorteil, dass arbeitsintensive und zeit- 
verbrauchende Schritte fur die Detektion des Amplikons wie z.B. Ethidium- 
15 Bromid gefarbte Gelelektrophorese mit oder ohne Restriktionsenzyniverdau 
Oder zusStzliche Hybridisierungsprozeduren nicht mehr notwendig sind. 

DarOber hinaus vertangen Detektionsmethoden, die nicht unter real time Be- 
dingungen durchgefOhrt werden, in der Regel ein offenes Hantieren mit PCR- 

20 Produkten, was ein hohes Risiko von Kontamination in sich birgt: Die duKerst 
empfindlichen PCR-Verfahren kOnnen im Extremfall bereits bei der Verschlep- 
pung von nur einem MolekQI DNA in nachfolgende PCR-Ansdtze zu falschen 
positiven Ergebhissen fOhren. Eine solche Verschleppung kann bereits durch 
die Luft erfolgen. Dementsprechend sind In Laboren die SicherungsmaHnah- 

25 men gegen Kontamination umso aufwendiger. je mehr mit NukleinsSuren of- 
fen hantiert werden muss. 

Ein weiterer Vorteil der Detektion unter real time Bedingungen besteht darin, 
dass in Fallen, in denen es lediglich auf einen qualitativen Nachweis des Vor- 
30 handenseins von HAdV-DNA ankommt, die Amplifikationsprozedur ab dem 
Zeitpunkt abgebrochen werden kann, ab dem ein Signal vorliegt, das den 
Nachweis der entsprechenden DNA erbringt. Dies kann zu erhebllcher Zeit- 
einsparung fuhren. 
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DarQber hinaus werden in vielen Nachweisverfahren hoch toxische und/oder 
krebserregende Reagenzien wie z.B. Ethidium-Bromid eingesetzt. Somit fOhrt 
eine Detektion unter real time Bedingungen auch zu einem besseren Gesund- 
heitsschutz des Laborpersonals. Zudem konnen auch Kosten fur spezielle 
Schutzeinrichtungen wie z.B. Schutzkleidung gespart werden. 

In weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonnen der vorgeschilderten Verfahren 
erfolgt die Detektion der amplifizierten DNA-Bereiche quantltativ. 

Fur den relatlven Vergleich detektierter DNA-Konzentrationen zueinander ste- 
hen dem Fachmann Methoden wie z.B. die IVlessung der UV-Transmission in 
einem Transilluminator nach der Trennung in einem Ethidium-Bromid gefarb- 
ten Gel Oder auch densiometrische Auswertungen von Aufnahmen entspre- 
chender Gele zur Verfugung. 

Um ROckschlQsse auf die absolute DNA-Konzentration innerhalb einer Probe 
zu ermoglichen. kOpnen Signale. deren StSrke direkt abhSngig von der DNA- 
Konzentration ist, auf Standardkurven bezogen und damit normalisiert werr 
den. FQr solche Verfahren eignen slch bevorzugt DNA-Nachweisverfahren, die 
Signale liefem, die mit hochauflSsenden Geraten gemessen werden kSnnen. 
Die entsprechenden Signale kOnnen z.B. Sonden mit radioaktiver Markieaing 
und besondefs bevorzugt Sonden liefem. die abhSngig von der Bindung an 
die DNA, gegebenenfalls nach weiteren Reaktlonsschritten, Fluoreszenz- Oder 
Chemolumineszenz-Signale erzeugen. 

Die Ergebnisse konventioneller PCRs sind nur qualitativ (positiv/negativ). Eine 
Quantiflzierung von Adenovlrus-DNA-Konzentrationen wird aber in der For- 
schung fOr das Verstandnis der Kinetik und Pathophysiologie von Adenoviru- 
sinfektionen benotigt. Auch fur grundlegende Erkenntnisse Qber die Viren 
selbst, wie z.B. Virusreplikation und Wirkmechanismen von Medikamenten ist 
eine Quantiflzierung notwendig. Dieses BedQrfnis befriedigen die erfindungs- 
gemalien Verfahren in besonderer Weise, da - anders als bei den bisher be- 
kannten quantitativen Verfahren for HAdV - nicht nur einer oder wenige, son- 
dern eine groliere Zahl von HAdV-Serotypen (in bevorzugten Verfahrensges- 
taltungen soger alle) erfasst werden. Damit sind entsprechend gestaltete er- 
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findungsgemafie Verfehren insbesondere fQr den Einsatz in klinischen Studien 
geeignet 

Bislang ist keine Therapiekontrolle bei der Behandlung von Adenovims- 
Infektionen moglich (wie z.B. bei der Anwendung spezifischer Virostatika Oder 
der Reduktion von immunsuppressiver Therapie). Auch dieses Problem wird 
durch quantitative erfindungsgemSfie Detektionsverfahren gelost, da diese in 
hochreproduzierbarer Weise die Quantifizierung der HAdV-Belastung von kli- 
nischen Proben nach deren geeigneter Vorbehandlung ennoglichen. 

Nicht nur eine Therapiekontrolle, sondem auch die Entscheidung, eine Thera- 
pie einzuleiten wird durch die Quantifizierung erieichtert: Anders als bei den 
bisher bekannten ist es mit den erfindungsgemSlien Verfahren moglich, nicht 
nur die Tatsache der Belastung eines Patienten mit einem Oder mehreren ei- 
ner gro&en 21ahl von HAdV-Serotypen festzusteilen. sondem Qber die Quanti- 
fizierung auch die Relevanz dieser Beiastung. So wird ein Arzt insbesondere 
bei immunsupprimierten Patienten nur dann zu einer Abschwachung der Sup- 
pression raten, wenn die Virusbeiastung eine emsthafte Gefahr fQr den Pati- 
enten ist Oder zu werden droht. Letztendlich ist Qber die Quantifiziemng, ins- 
besondere wenn sie fQr Proben des selben Patienten durchgefOhrt wird. die zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten genommen wurden, eine Vorhersage des tat- 
sSchlichen Ausbruches von auf IHAdV beruhenden Krankheiten erieichtert. 

Die erfindungsgemaBen Verfahren emiaglichen darOber hinaus die (notwen- 
dige) Quantifizierung von humanen Adenoviren fQr die Planung und Kontrolie 
von Gentherapien mit Adenovirus-Vektoren. 

Gemaii einer weiteren, besonders bevorzugten Ausgestaltung der erfindungs- 
gemalien Verfahren werden als Primer erfindungsgemafte Nukleinsauren, die 
wie oben beschrieben homolog zu den Sequenzeh SEQ iD NO. 1 und/oder 
SEQ ID NO. 2 sind und/oder als Sonde eine erfindungsgemafie markierte 
NukleinsSui^e, die wie oben beschrieben der Sequenz SEQ ID NO. 3 homolog 
Oder zu einer solchen homologen komplementar ist, verwendet 
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Der Vorteil des Einsafzes der genannten Primer und/oder der genannten Son- 
den besteht darin, dass es sich dabei urn Primer und Sonden handeit, die an 
die DNA einer Vielzahl von HAdV-Serotypen binden kdnnen. Auch die ande- 
ren oben genannten Vorteile der erfindungsgemal&en Nukleinsauren kommen 
beim Einsatz in einem erfindungsgemSlien Verfahren zur Quantifizierung zum . 
Tragen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der beschriebenen Erfin- 
dung werden dabei aus den genannten GrOnden als Primer(paar) Nukleinsau- 
ren mit der SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 und eine Sonde eine markierte 
NukleinsSure mit der SEQ ID NO. 3 Oder einer dazu komplementaren Se- 
quenz venA^endet. 

Die Verwendung der bevorzugten Primer und Sonden fOhrt dazu, dass zuver- 
lassig die DNA aller HAdV-Serotypen in klinischen Proben nachgewiesen 
werden kann. Dabei ermoglichen erfindungsgemaiie Verfahren wie aufgefuhrt 
auch die Quantifizierung - sogar uriter real time Bedingungen - der in der 
Probe enthaltenen HAdV-DNA. Trotz des Bedarfs an solchen Verfahren fOr 
die Detektion von HAdV war es der Fachwelt aufgmnd der hohen Sequenzdi- 
versitat dieser Viren riicht gelungen, ein solches zu erstellen. 

In einer ganz besonders bevorzugten AusfOhrungsform der erifindungsgema- 
lien Verfahren (ggf. in ihren bevorzugten Ausgestaltungen) wird ein TaqMan 
PCR-Verfahren (auch als „exonuclease probe" Verfahren bezeichnet) zur 
Amplifikation und Detektion venwendet (verglelche Holland, P. M., Abramson, 
R. D., Watson. R.. and Gelfand, D. H. (1991): Detection of specific polymerase 
chain reaction product by utilizing the 5'— 3' exonuclease activity of Thennus 
aquaticus DNA polymerase. Proc Natl Acad Sci U S A 88. 7276-80; und Heid, 
C. A.. Stevens. J., Livak, K. J., and Williams. P. M. (1996): Real time quantita- 
tive PGR. Genome Res 6, 986-94; sowie Kricka, L. J. (2002): Stains, labels 
and detection strategies for nucleic acids assays. Ann Clin Biochem 39. 114- 
29). 

Bislang wurden eine Reihe, (zum Teil generische) TaqlVIan PCR-Verfahren fOr 
verschiedene humane patogene Viren beschrieben. Diese Verfahren zeichnen 
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sich durch eine Reihe von Vorteilen aus. Eine Obertragung dieses Prinzips auf 
den (gleichzeitigen) Nachweis einer groBen Zahl von HAdV-Serotypen war 
allerdings bislang aufgrund der geschilderten Sequenzdiversitat dieser Viren 
noch nicht getungen. ist aber mit den Erkenntnissen der vorlieigenden Erfin- 
dung jetzt mSglich geworden. 

Die Sonde kann dabei auf verschiedene Weise markiert warden, beispielswei- 
se mit FAIVI als Fluoreszenzfarbstoff am 5'Ende und TAMRA als Fluoreszenz- 
quencher am 3'Ende. Dies fuhrt zu einer Quenchung der Fluoreszenz des 
Farbstoffes der Sonde im ungebundenen Zustand und zu einer Freisetzung 
der Fluoreszenz im gebundenen Zustand z,B. durch die Trennung des Repor- 
ter- und des Quencherfarbstoffes durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivitat der 
DNArPolymerase wahrend des Verl&ngerungsschrittes in der PGR. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsfomi werden hierbei eine Sonde 
der SEQ ID NO. 3 und Primer der SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 verwen- 
det 

Ein als TaqMan PCR-Verfahren ausgestaltetes erfindungsgemd&es Verfahren 
vereint bei der entsprechenden Wahl der Primer alle zu den erfindungsgemS- 
aen Verfahren und deren bevorzugten Ausgestaltungen aufgezShlte Vorteilen 
in sich: 

Die Detektion der amplifizierten DNA erfolgt unter real time Bedingun- 
gen wahrend der PGR durch Hybridisiemng der DNA mit einer Sonde. 
- Arbeits- und zeitaufwendige nachfolgende Detektionsschritte sind nicht 
mehr notwendig. 
Gute Handhabbari<eit 

Eine Kontamination nachfolgender PCR-Ansatze durch amplifizierte 
DNA ist durch das TaqMan-Prinzip so gut wie ausgeschlossen, da kein 
offenes Hantieren mit PGR-Produkten notwendig ist. 
Bei einer geeigneten. erilndungsgemalien Wahl der Primer und der 
Sonde enmoglicht das TaqlVlan PGR-Verfahren den Nachweis samtli- 
cher bekannter Serotypen der HAdV. 

Eine Quantifizierung der in der Probe enthaltenen HAdV-DNA ist mit 
dem TaqMan Verfahren zuveriassig moglich. 
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Daruber hinaus stellt das TaqMan PCR-System ein etabliertes Verfahren dar. 
fOr das die benotigten Komponenten (Gerate. Chemikalien) kommerziell 
erhaitlich sind und zu dem es entsprechenden Optimierungssupport gibt 
Insbesondere ist das quantitative Auswertungsverfahren (Analyse Qber die 
Crossing-Points, CP) gut etabliert. 

Als weiterer Vortell ist die gegenuber den konventlonellen PCR-Verfaliren ho- 
here Empfindlichkeit des erfindungsgemaden TaqlVlan-Verfahrens zu nennen. 
Die Nachweisgrenze liegt dabei je nach Ausgestaltung des Verfahrens bei 
<1.5 X 10\ bevorzugt <1,5 x 10^ wiederum bevorzugt ^1,5 x 10^ und 
schlieBlich bevorzugt <1,5 x 10^ Template-MolekQIen pro Ansatz (vergleiche 
dazu auchTabelle 1). 

GemSK weiteren bevorzugten Ausgestaltungen der beschriebenen Verfahren 
erfolgt die Primer-Bindung (annealing) bei . ^48 ""C, bevorzugt bei ^50 '^C, wel- 
ter bevorzugt bei ^53 "C, wiederum bevorzugt bei ^55 ^C, 

Eine hohe (hOhere) Temperatur in der annealing-Phase bietet den Vorteil, 
dass die Primer-Bindung mit hoher (hdherer) Sicherhelt tatsachlich spezifisch 
ist. 

Die Erfindung umfasst auch ein Kit, umfassend Primerpaar und Sonde, jeweils 
bestehend aus erfindungsgemaUen Nuklelnsauren. 

Ein wesentlicher Vorteil eines solchen Kits besteht darin, dass Primer und 
Sonde optimal auf einander abgestimmt sind und die Durchfuhrung der erfin- 
dungsgemalJen Verfahren In Ihren besonders bevorzugten Ausgestaltungen 
ermoglichen. 

Ebenfalls erfindungsgemaii ist die Verwendung einer oder mehrerer erfin- 
dungsgemSBer Nuklelnsauren Oder eines erfindungsgemaUen Kits zum 
Nachweis von HAdV-DNA. Dies geschieht vorzugsweise im Rahmen eines der 
vorbeschriebenen Verfahren. Die so - wie auch durch die vorgeschriebenen 
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Verfahren - erhaltenen Ergebnisse kSnnen sodann als Grundlage fur eine 
Diagnose durch den Arzt dienen. 

Damit sind dem Arzt Daten in die Hand gegeben, die es ihm ennSglichen, 
fundierte EntscheidUngen Qber die Notwendiglceit und die Art von Therapie- 



Die Erfindung umfassf auch ein Verfahren zum Charakterisieren von HAdV- 
Serotypen mit folgenden Schritten: 

- Nachweis von HAdV-DNA in einer Probe gemafi einem der vorbe- 
schriebenen Verfahren 

. Charakterisieren in der Probe nachgewiesener HAdV-DNA 

Zum Charakterisieren nachgewiesener HAdV-DNA stehen dem Fachmann 
eine Reihe von Moglichkeiten zur VerfQgung. So kann er z.B. Qber Restrikti- 
ons-Fragment-Analyse, insbesondere aber durch vollstandiges - oder Anse- 
' quenzieren der in der Probe enthaltenen DNA, diese einer der sechs huma- 
nen Adenovirus-Spezies oder soger einem bekannten HAdV-Serotypen zu- 
ordnen. 

Eine Vorgehensweise ist die unten beschriebene molekulare Charakterisie- 
rung von PCR-positiven Proben durch Multiplex PCR und Sequenzierung 
(vergleiche Beispiel 4). 

F(ir den Fall, dass die DNA von mehr als einem HAdV-Serotypen in der zu 
untersuchenden Probe enthalten ist bzw. war, kann es notwendig sein. um- 
fassendere Charakterisiemngen vorzunehmen, insbesondere urn die Resulta- 
te der Charakterisierungsschritte den jeweiligen HAdV-Serotypen zuqrdnen zu 
k5nnen. Dazu kann der Fachmann beispielsweise Serotyp-spezifische Primer 
in einer weiteren PCR einsetzen. 

Vorteil des geschilderten Verfahrens ist, dass damit nicht nur grundsatzlich die 
Anwesenheit von HAdV nachgewiesen wird, sondem durch die nachfoigende 
Charakterisierung auch bestimmt wird. welcher oder welche einzelnen Seroty- 
pen tatsSchlich vorliegen. 



anwendungen bezQgllch der HAdV zu treffen. 
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Durch das genannte Verfahren ist es auch mSglich, bisher unbekannte HAdV- 
Serotypen zu identifizieren, da die erfindungsgemaBen Verfahren auch die 
DNA unbekannter HAdV-Serotypen erfassen und damit zur Entdeckung dieser 
Serotypen verwendet werden kSnnen: Falls sich der. amplifizierte oder die 
amplifizierten DNA-Bereiche nicht einzelnen schon bekannten HAdV- 
Serotypen zuordnen lassen (z.B. durch Datenbankvergleich nach Sequenzie- 
rung). so ist die Wahrscheinlichkeit, dass eln bislang unbekannter HAdV- 
Serotyp vorliegt, sehr hoch (wenn es sich nicht urn einen bereits bekannten 
Serotypen handelt, dessen dem charakterisierten DNA-Bereich korrespondie- 
rende Basensequenz noch nicht in den Gendatenbanken zu finden ist). Weite- 
re Charakterisierungen anderer DNA-Bereiche, bzw. bevorzugt des potentiel- 
len Virus selbst. konnen gegebenenfalls die Eri^enntniss verifizieren. dass ein 
neuer HAdV-Serotyp gefunden wurde. 

Eine andere M&glichkeit besteht darin, die Proben mit einem erfindungsge- 
maBen Verfahren auf die Anwesenheit von HAdV-DNA zu screenen und dann 
bei den positiven Proben eine VIrusisoiation und Typisierung mit konventionel- 
len Techniken vorzunehmen wie z.B. Isolation auf Zellkulturen und im positi- 
ven Fall anschlieBende Typisierung durch Neutralisationtests, HSmagglutina- 
tionstests und Hamagglutinationsinhibitionstests. Neue Typen wQrden sich mit 
diesen konventionellen Techniken nicht zufriedenstellend typisieren lassen 
und deshalb als neues, nicht typisierbares Adenovirus erscheinen. 

Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung werden nachfolgend anhand der 
Figuren und der Beispiele nSher erlSutert. 

Fig. 1 stent das multiple Alignment eines Toils der Hexon-Gensequenzen ver- 
schiedener HAdV-Serotypen und die Konsensus-Sequenzen der PCR-Primer 
(AQ1. SEQ ID NO. 1; AQ2. SEQ ID NO. 2) und der Sonde AP (SEQ ID NO. 3) 
dar. Die Schmelztemperaturen fjm der Bindung von AQ1 und AQ2 sowie AP) 
an jede Sequenz wurden unter Berucksichtlgung der Fehlpaarungen (mismat- 
ches) zwischen der Konsensussequenz und der jeweillgen HAdV-Sequenz 
ermittelt Die Basennummerierung erfolgte aufgrund der HAdV-2-Sequenz. 
Die Datenbanknummem sindf HAdV-2 (#NC 001405). HAdV-3 (#X76549), 
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HAdV-4 (#AFp6062). HAdV-5 (#NC 00146). HAdV-12 (#AF065065). HAdV-34 
(#AB052911). HAdV-40 (#119443). HAdV-41 (#M21163). 

Fig. 2 stellt den Anstleg der Fluoreszenz gegenOber der Zyklen-Zahl dar. Drei 
unterschiedliche Template-Konzentrationen (A. B: 1.5 x 10^ Kopien pro Lauf; 
C. D: 1.5 X 10* Kopien pro Lauf; E. F: 1,5 x lOV Kopien pro Lauf) wurden ge- 
testet mit (B. D.. F) und ohne 500 ng humaner DNA (A, C, E). Der Fiuores- 
zenzanstleg Qber den Schwellenwert (Crossing Point, CP) wurde anders als 
die End-Fluoreszenz niclit durcli die humane DNA beeinflusst. 

Beispiel 1: HAdV-Quantifi/ierunQ. Stand ardolasmid und zur VerfOqunq ste- 
hende Viren 

Zur Preparation eines Standards fOr die Positiv-Kontrollen wurde ein HadV-2- 
PCR-Amplikon (nt 18856-19137 der HAdV-2-Sequenz) in einen pGEM-T Ea- 
sy plasmid vector (Promega, Madison, Wl) einl<loniert. Die Plasmid-DNA wur- 
de aus E.coli unter Venwendung des Nui<leobond 100 Kit (Macherey und Na- 
gel. Deutschland) aufgereinigt und durcli Sequenzierung wurde bestatigt. dass 
die l<lonierte HadV-2-Sequenz identisdi mit der HadV-2-Prototyp- 
Genbanksequenz (#J01917) war. Die Plasmidkonzentration wurde photomet- 
risch bei 260 nm bestimmt und in Genom-Aquivalenten (Kopien pro ml) umge- 
rechnet. da das Molekulargewlcht des Plamides bekannt war. 

FOr die Testreihe der HAdV-Serotypen wurden A549-Zellen (im Fail von 
HAdV-40 und HAdV-41 Graham 293-Zellen) mit den HAdV-Prototypst&mmen 
infiziert. Bei Qber 50 % CPE (zytopathischer Effekt) wurden die Zellen gefrier- 
getaut und die DNA aus 200 pi des Lysates mit dem Qiagen Blood Kit (Qia- 
gen. Hilden. Deutschland) extrahiert Prototypvirusstamme des Deiitschen 
Nationalreferenz-Laboratoriums (Typen HAdV-1 bis -21, -23, -25. -27. -28, -30 
bis -41, -43) und der American Type Culture Collection (Manassas. VA) 
(HAdV-3. -5. -7, -12, -18, -22. -24, -26, -29. -30, -35, -36. -42. -44 bis -49 und 
der vorgeschlagenen Typen -50 und -51) wurden getestet. 
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Beisplel 2: Design von Primem und Sonde 

Ein Primerpaar fOr die Amplifikation der DNA alter 51 Serotypen des Genus 
HAdV wurde folgendemna&en entworfen: FQnf, bislang vollstandig sequenzier- 
te HAdV, Typ 2 (Speztes (Genus) humaner Adenovirus C, Genbank #J01917), 
5 (Spezies humaner Adenovirus C, #M73260). 12 (Spezies humaner Adenovi- 
rus A; #X73487), 17 (Spezies humaner Adenovirus D, #AF108105), and 40 
(Spezies humaner Adenovirus F, Genbank #119443) wurden unter Venven- 
dung der clustalX Software (Version 1.8) in ein Alignment gebracht (vergleiche 
Thompson, J. D., D. G. Higgins, and T. J. Gibson. 1994. CLUSTAL W: impro- 
ving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through se- 
quence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice. 
Nucleic Acids Res. 22(22):4673-80). 

Mehrere hochkonservierte Regionen, die nicht nur die spezifische Aniageaing 
der Primer sondern auch der markierten Sonde erm6glichen, wurden im He- 
xon-Gen identifiziert. Da zusatzliche Daten Qber die Hexon-Gensequenz ver- 
schiedener HAdV-Typen verfQgbar sind, wurde ein multiples Alignment des 
Hexon-Genes unter Einschluss von Sequenzen aller sechs HAdV-Generi er- 
zeugt und fllr die Primererstellung venwendet (vergleiche Fig. 1). Die Primer 
wurden gemaii den Richtlinien fQr TaqMan PGR (vergtelche: Sequence detec- 
tion systems quantitative assay design and optimization; www.appliedbiosys- 
tems.com, application note #77101-006) so ausgewShlt, dass der von ihnen 
begrenzte Bereich einen dritten hochkonservierten Abschnitt umfasst, der als 
Bindungsstelle fur die Sonde dienen kann. 

Trotz der Setektion konservierter Regionen gibt es kleinere Sequenzdiversita- 
ten In den Bindungsabschnitten der Primer und der Sonde. Um die maximale 
Zahl der Fehlpaarungen auszugleichen. wurden die Konsensus- 
Primersequenzen durch Berechnung der Schmelztemperaturen der Interaktion 
beider Primer mit jeder HAdV-DNA-Sequenz mit der Hilfe der Metcalc Soft- 
ware (vergleiche: SchQtz, E., and N. von Ahsen. 1999. Spreadsheet software 
for thermodynamic melting point prediction of oligonucleotide hybridization 
with and without mismatches. Biotechniques. 27:1218-24.) entworfen (verglei- 
che Fig. 1). 
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Eine Amplifikationsreihe in einer konventiohelten PGR fOr die DNA von 51 
HAdV, die alle Serotypen (einschlieBlidi der vorgeschlagenen Typen 50 und 
51) einschloss, zeigte, dass das Primerpaar (AQ1 und AQ2) in der l-age war. 
DI^^A-Bereiche aller humanen Adenoviren zu amplifizieren. 

GegenQber der l<onventionellen PGR benStigt die Reai-Time-Detektion der 
PGR-Amplikons mit einer TaqMan-Sonde die fast vollstSndige Hybridisierung 
einer doppelt fluoreszenzmarkierten Sonde, urn den Abbau der Sonde durch 
die Nuklease-Aktivit&t der Taq-Polymerase zu en-eichen. Die Sonde wurde 
nacli den Riciitiinien fOr TaqlVlan-Sonden (vergleiche: Sequence detection 
systems quantitative assay design and optimization; www.appliedbiosys- 
tems.com, application note #77101-006) erstellt und die Zaiil von Fehlpaarun- 
gen bei der Bindung an die DNA jedes HAdV-Serotypes des multiplen A- 
lignments wunde auf atinlictiem Wege wie bei den Primem minimiert (verglei- 
che Fig. 1). Die Tm der Sonde und der Primer fDr die Hybridisierung mit der 
entsprechenden Sequenz der DNA jedes HAdV-Serotypen wurde berechnet 
und die Reaktionsbedingungen der Real time PGR wurden so eingestellt, dass 
die Amplifikation und Detektion mOgliclist aller humanen pathogenen Adenovi- 
ren emiSglicht wurde (vergleiche Beispiel 3). 

BeisDiel 3: DurchfQhmnQ derTaaMan PGR 

Die TaqMan PGR wurtle mit Hilfe des LightGycler (LG, Roche Diagnostics, 
Mannheim, Deutschland) in verschlossenen Glaskapillaren mit einem Gesamt- 
fBaktlonsvolumen von 20 pi durchgefQhrt. Das FastStart Hybridization Kit (Ro- 
che) wurde fOr die Erstellung eines PGR-Mastermixes venwendet. Als HAdV- 
spezifische Primer wurden Primer Adenoquant 1 (AQ1, SEQ ID NO. 1) und . 
Adenoquant 2 {AQ2, SEQ ID NO. 2) venwendet. Die Sonde (AP, SEQ ID NO. 
3) wurde mit FAM (Gariaoxyfiuorescein) als Fluoreszenzfarbstoff am 5'Ende 
und TAMRA (Garboxytetramethylrhodamin) als Fluoreszenz-Quencher am 
3'Ende mari<iert. Alle Oligonukleotide wurden synthetisiert, markiert und gerei- 
nigt durch Eurogentec (Seraing. Belgien). Die Sonde, die Primer und Magne- 
siumchlorid wurden so zum Mastennnix hinzufOgt, dass die Endkonzentratio- 
nen der Sonde 0,4 mM, jedes Primers 0,5 mM und von Magnesiumchlorid 3 
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mM betrug. DarQber hinaus wurde hitzelabile Uracil*DNA Glycosylase (UNG, 
1 U/Reaktion; Roche, Mannheim, Deutschtand) dem Mastermix hinzugefQgt. 
8 |jl des Mastemfiixes und 12 mI der DNA-Templateldsung wurden in jede Ka- 
pillare gefQIIt. Die verschlossenen Kapillaren wurden in einer Milcrozentrifuge 
zentrifugiert und in den LC platziert. 

Die Real<tionsbedlngungen waren folgendemnaflen: 5 Minuten be! 35 ^'C fur 
die Uracil-DNA-Glycosylase-lnkubation, gefolgt von 10 Minuten bei 95 X. urn 
die „hot start" Taq-Polymerase zu aktivieren. 45 Zyklen, die aus dem Denatu- 
rierungsschritt (denaturatlon) bei 95 ^'C fiir 3 Sekunden, dem Anlagerungs- 
schritt {annealing) bei 55 X fiir 10 Sekunden und dem Verlangerungsschritt 
(extension) bei 65 X fQr 60 Sekunden bestanden, wurden durchgefQhrt. Die 
Temperatureteigerungsgeschwindigkeit zwischen dem Aniagerungs- und dem 
Verlangeaingsschritt betmg 0,5 °C pro Sekunde. 

Die Fluoreszenzdaten wurden am Ende jeden Verlangerungsschrittes im Ka- 
nal F1 (Aufnahmeart ^single") der LC-Apparatur aufgenommen. Der Crossing 
Point (CP), die Zyklenzahl, die mit dem Anstieg der Fluoreszenz Qber einen 
Schwellenwert korrespondiert. wurde automatisch durch die LightCycler Soft- 
ware (Version 3.5c, EInstellung: proportionate Basislinienabgleichung. Schwel- 
lenwert = Basislinie + 6 SD der Basislinie, Sollwertberechnung mit zwei Punk- 
ten) berechnet. Nach dem letzten Zyklus wurden die R8hrchen auf 30 "C her- 
untergekOhlt und entsorgt. ohne die Kapillaren zu 6ffnen. 

Nachweis der HAdV-Serotypen mit der TaqMan PCR: 

Die Real time PCR (TaqMan PCR) ergab positive Ergebnisse fQr alle Prototy- 
pen-St&mme des Genus HAdV. einschlielilich der kurzlich isolierten und vor- 
geschlagenen neuen Typen HAdV-50 und HAdV-51. Dabei waren die Cros- 
sing Point (CP) Werte von < 20 fOr alle Prototypen-Stamme gering. was eine 
effektive Amplifikation und eine sensitive Detektion indiziert. DarOber hinaus 
wurden zwolf klinische Isolierungen von HAdV unterschiedllcher Serotypen 
durch die TaqMan PCR getestet und alle Isolierungen waren mit geringen CP- 
Werten (< 20) positiv. DemgegenOber war die Real time PCR mit 100 ng hu- 
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maner DMA, die aus Zellkulturen (MRC5) oder aus dem Blut eines gesunden 
Erwachsenen als Template isoliert worden waren. stets negativ (n = 38). 

SensitivitSt und dynamischer Bereich der Quanltfikation: 

5 

Eine Plasmid-DNA. die eine Teilsequenz des HAdV-2-Hexon-Gens enthielt. 
wurde serienverdOnnt und als Template fur das PCR-Verfahren (1.5 x 10^ bis 
. 1,5 X lO"** HAdV-2-Genom-Aquivalente (Kopien) pro Ansatz) in je zehn wis- 
derholten Ansatzen zur Untersuchiing der Sensitivitat der TaqMan PGR ein- 
10 gesetzt. Eine so geringe Zahl wie 1,5 x 10^ Kopien wurden zuverlassig nach- 
gewiesen (n = 10), wahrend 1.5 x 10° Kopien nur noch gelegentlich detektiert. 
werden konnte (4 von 10 Ansatzen) und hbhere Verdunnungen waren negativ. 
ebenso wie die Negativ-Kontrollen. die nur destilliertes Wasser enthielten 
(vergleicheTabelle 1). 

15 . 

Tabelle 1 



Genom- 
Aquivalente 


Anteil posi- 
tiver Nach- 
weise 


(mHtlerer) 
Crossing 
Point 


SD% 


Berechnete 

(mitUere) 

Konzentration 


SD% 


1.5x10" 


10/10 


15.47 


4,30 


1,91E+08. 


15.66 


1.5x10' 


10/10 


19,27 


4,09 


1,56E+07 


13.88 


1,5x10' 


10/10 


22.96 


3,07 


1,39E+06 


15.58 


1.5x10» 


10/10 


26.59 


2,27 


1,26E+05 


11.25 


1.5x10' 


10/10 


29,93 


2,03 


1,47E+04 


32.73 


1,5x10' 


10/10 


33.37 


1.77 


1.49E+03 


28.13 


1,5x10^ 


10/10 


37.23 


2,03 


1,22E+02 


35,13 


1,5x10' 


10/10 


39,63 


2,97 


2.43E+01 


49,95 


1,5x10° 


4/10 


>41 


nd 


nd 


nd 


1,5x10-' 


0/10 


nd 


nd 


nd 





Tabelle 1: Versuchsvariabilitat der HAdV TaqMan PGR. bestimmt durch ver- 
20 schledene AnsStze an verschiedenen Tagen 
nd: nlcht bestimmt 
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Die SerienverdQnnung der Plasmid-DNA wurde auch zur Bestimmung des 
dynamischen Bereiches der Quaritifikation venvendet. Die Versuchsvariabilitat 
(Standardabweichung der CP-Werte) war gering. z.B. 2.7 % fQr 1.5 x 10^ Ko- 
pien pro Ansatz und 1,1 % fOr 1.5 x 10* Kopien pro Ansatz. Tabelle 1 gibt die 
Durchschnitts-CP und die Standardabweichung (SD) der In zelin verschiede- 
nen Ansatzen an verschiedenen Tagen ermittelten CP wieder. Die Regres- 
sionsanalyse der Crossing Points gegen log HAdV-DNA-Konzentration ergab 
einen sehr holien Kon-elations-Koeffizienten (0.99 bis 1,0) fQr den Konzentra- 
tionsbereich zwischen 1.5 x 10^ bis 1.5 x 10® Kopien HAdV-DNA pro Ansatz. 
Die daraus resultierenden Regressionsgraden (n = 10) hatten ein Gefalle von 
-3.5 (SD = 0.075). was auf eine effeldive Amplifikation der Adenovirus DNA 
der Probe hinwies (Verfielfaltigung der DNA urn den Faktor 1,93 pro Zyklus). 

In weiteren Experimenten wurden die HAdV-DNA-Konzentrationen der Se- 
rienverdQnnung des Plasmides als Standard gesetzt und HAdV-DNA- 
Konzentrationen jedes Punktes automatiscfi durch die LC-Software (Version 
3.5c) unter der Annahme einer semilogarithmischen Relation zwischen den 
Crossing Points und der HAdV-DNA-Konzentration berechnet Berechnete 
HAdV-DNA-Konzentration und SD von berechneten Konzentrationen weisen 
auf einen dynamischen Bereich der HAdV-DNA-Quantifikation von wenigstens 
sechs GrSlienorxlnungen (1.5 x 10® bis 1,5 x 10^ Kopien HAdV-DNA). hin. 
niedrige Virus-DNA-Konzentrationen wie 1.5 x 10^ Kopien kbnnen ebenfalls 
quantifiziert werden, alterdings mit einer hdheren Standardabweichung (ver-. 
gleiche Tabelle 1). 

Das Versetzen der SerienverdQnnung des HAdV-Templates mit humaner ge- 
nomischer DNA (500 ng pro Ansatz) beeinflusste nicht die Sensitivitat und 
Quantifikation des HAdV-DNA-Nachweises, da der Anstieg der Fluoreszenz 
uber den Schwellenwert (CP-Wert) durch die hDNA unbeeinflusst war (ver- 
gleiche Fig. 2). ■ Anders als die CP-Werte weisen die Endpunkt- 
Fluoreszenzdaten auf negativen Einfluss von 500 ng humaner DNA auf die 
Amplifikation von HAdV-DNA (vergleiche Fig. 2). 



wo 2004/0^ 



PCT/EP2002/012756 



-30- 



BeisDiel 4: CharakterisieainQ von in den Proben enthaltenen HAdV-DNA 
durch molekulares Tvpisieren . 

Eine Multiplex-PCR, die die Fiber-Gen-Region amplifiziert. wurde mit positlven 
HAdV-DNA-Proben (nach dem im Beispiel 3 geschilderte TaqlVlan Verfahren) 
durcligefQhrt, urn eine Identifikation des jeweiligen HAdV-Serotypen zu ermog- 
lichen (vergleiche: Xu, W., IVI. C. IVIcDonough. and D. D. Erdman. 2000. Spe- 
cies-specific identification of tiuman adenovinjses by a multiplex PGR assay. J 
Clin Microbiol. 38(1 1):4 114-20). Zusatzlich wurden Amplikons direkt mit Rho- 
daminmarkierten Didesoxynukleotid-Kettentennninatoren (DNA Sequencing Kit 
ABI, Foster City, CA) auf einem ABI-Prism 310 automatic sequencer sequen- 
ziert. 

Sowohl die Amplifikation des Hexon-Genes (vergleiche: Allard, A.. B. Albins- 
son. and G. Wadell. 1992. Detection of adenovirus in stools from healthy per- 
sons and patients with diantiea by two-step polymerase chain reaction. J Med 
Virol. 37(2):149-57; Xu, W., M. C. McDonough. and D. D. Erdman. 2000. Spe- 
cies-spedfic identification of human adenoviruses by a multiplex PGR assay. J 
Glin Microbiol. 38(1 1):41 14-20) als auch das Sequenzieren ermSglichen die 
Identifikation des HAdV-Serotypen. in einigen Fallen unter Venwendung von 
BLAST- und FASTA-Programmen. wenn hinreichende Sequenzdaten in Gen- 
datenbanken zur- VerfQgurig stehen. Da die Hexon-Gen-Regionen vieler 
HAdV-Serotypen noch nicht sequenzierl wurden, emiSglicht deren Sequenae- 
rung zwar nicht die Identifikation dieser HAdV-Serotypen. aber durch multiple 
* Alignments mit Datenbanksequenzen und Glustering-ldentifikation wird die 
Identifizierung leicht auf der Ebene des Genus (Spezies) enmoglicht. 

Mit den genannten Verfahren (TaqMan PGR, Gharakterisiemng/Typisierung) 
konnten aus klinischen Proben eine Vielzahl von HAdV-Serotypen identifiziert 
werden, ohne dass eine Virusisolierung notwendig gewesen ware. Dazu ge- 
horten unter anderem HAdV der Serotypen 1, 3, 4, 5, 7, 37. 40, 41 und ver- 
. schiedene Viren des Genus HAdV-D einschlieBlich elnes Serotypes, der bis- 
her noch nicht sequenziert worden ist. 
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Beispiel 5: Veroleich des TaqMan PGR Verfahrens mit konventionellen PGR 
Verfahren 

234 Patientenproben wurden unter Verwendung von TaqMan (vergleiche Bei- 
5 spiel 3) und konventionellen PCR-Protokollen untersuchL Nach der DNA- 
Extraktion aus den Proben wurde das DNA enthaitende Eluat fOr die konventi- 
onelle und die TaqMan PGR geteilt. Das konventionelle Adenovirus-PCR- 
Protokoll wurde mit den generischen Primem hexideg und hex2deg sowie 
Amplifikatlonsbedingungen wie in Allard. A., B. Albinsson, and G. Wadell. 
10 1992. Detection of adenoviais in stools from healthy persons and patients with 
dianrhea by two-step polymerase chain reaction. J Med Virol. 37(2):149-57 
und Wadell, G., A. Allard, and H. Hierholzer. 1999. Adenovirus, p. 970-981. In 
P. R. Murray, E. J. Baron. M. A. Pfaller, 0. A. Tenover. and R. A. Yolken (ed.), 
Manual of Clinical Microbiology. ASM Press, Washington, D.C. beschrieben 
15 durchgefQhrt. Das Protokoll wurde leicht durch Verwendung eines fertigen 
Mastermixes mit „hot start -DNA-Polymerase (Qiagen HotStarTaq Master Mix) 
modifiziert. 

Zusatzlich wurden alle Proben mit von TaqMan zu konventioneller PGR ver- 
20 schiedenen Resultaten mit einem weiteren konventionellen PGR-Verfahren 
unter Venwendung der generischen Adenovirus-Primer Ad-1 und Ad-2 wie in 
Xu, W.. M, C. McDonough, and D. D. Erdman. 2000. Species-specific identifi- 
cation of human adenoviruses by a multiplex PGR assay. J Glin Microbiol. 
38(1 1):41 14-20 beschrieben OberprOfL Nach der Ampllfikation wurde eine Gel- 
25 Elektrophorese der PGR-Produkte (10 pi) auf 2 %lgen Agarose-Gelen durch- 
gefQhrt, die mit Ethidium-Bromid ge^rbt wurden. Die Visualisierung der Er- 
gebnisse erfolgte durdi UV-lllumination. 

Die 234 klinischen Proben waren EDTA-Blut (58), Semm und Plasma (60), 
30 Rachenabstriche und/oder -spQIungen (21), komblnierte Nasopharyngale Ab- 
striche (5), Augenabstriche (17). cerebrospinale FIQssigkeit (26). Stuhl (22), 
Bronchoalveolare SpQIungen und Luftrohrenaspirate (12), sowie 13 andere 
Materiallen, z.B. pericardial, pleurale und peritoneale FIQssigkeiten, Urin und 
Biopsien von Lymphknoten und Darni (13). 
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Bei 200 Proben stimmten die Ergebnisse von konventioneller PGR und Taq- 
Man PGR Qberein (38 positive Proben und 162 negative Proben). 34 Proben 
batten unterschiedlidie Ergebnisse zwischen beiden Versuchsansatzen. In 
den 33 dieser Proben war die f aqMan PGR positiv mit hohen GP-Werten (GP 
> 37. was naherungsweise wenlger als 150 Kopien HAdV-DNA pro Ansatz 
bedeutet), w3hrend die Iconventionelle PGR negativ war. Dies zeigt, dass das 
TaqMan PCR-Verfahren vergiichen mit dem beschriebenen Iconventionellen 
PGR-Verfahren eine hShere Senslfivitat aufweist. 

Nur eine einzige Probe (EDTA-Blut) war im konventionellen PCR-Verfahren 
positiv (dOnne Bande auf dem Agarose-Gei) und negativ im TaqMan PCR- 
Verfahren. Dieses positive Resultat wurde durch Multiplex-PCR bestatigt und 
der Virus stellte sich als ein Vims des Genus HAdV-D heraus. Damit wies das 
beschriebene TaqMan PCR-Verfahren in 70 von 71 positiven Proben die 
HAdV-DNA nach, wahrend dies mit der Iconventionellen PGR nur in 38 der 71 
Proben gelang. 

Dabei l<onnten mit dem TaqMan PCR-Verfahren aus alien Probematerialtypen 
einzelne Proben als positiv nachgevwesen warden, be! den „anderen Materia- 
lien" allerdings nur in Proben aus Lymphknotenbiopsie und aus PeritonealflQs- 
sigkeit (jeweiis eine positive Probe). Letzteres heifit aber nicht, dass ein 
Nachweis aus den anderen Probearten nicht gmndsStzlich mSglich ware. 
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AnsprOche 

1. Markierte Oder unmarfcierte Nukleinsaure zum spezifischen Binden an 
DNA humaner Adenoviren (HAdV-DNA). wobei die NukleinsSure 

a) die Sequenz SEQ ID NO. 1. SEQ ID NO. 2 Oder SEQ ID NO. 3 besitzt. 

b) eine Sequenz mit einer Homologie von mehr als 78% zu SEQ ID NO. 1, 
SEQ ID NO. 2 Oder SEQ ID NO. 3 besitzt oder 

c) komplementar zu einer Nukleinsaure nach a) Oder b) ist. 

2. Verfahren zum Nachweis von HAdV-DNA in einer Probe, mit folgenden 
Schritten: 

- Bereitstellen einer Probe, die potentiell HAdV-DNA enthalt. 
Bereitstellen einer Sonde, die jeweils spezifisch an die DNA von zu- 
mindest 35 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden kann. 

- Vennischen der Sonde mit der Probe, 

- Amplifizieren von Berejchen jeder der in der Probe tatsachlich enthai- 
tenen DNA der 35 HAdV-Serotypen, so dass der Abschnitt, an den die 
genannte Sonde spezifisch binden kann. mit amplifiziert wird, 

- Einstellen von Bedingungen, die eine spezifische Bindung der Sonde 
an Abschnitte der amplifizierten Bereiche ermoglichen. 
Detektieren amplifizierter DNA-Absclinitte, an die eine Sonde gebun- 
den ist. 

3. Verfahren zum Nachweis von HAdV-DNA In einer Probe, mit folgenden 
Schritten: 

Bereitstellen einer Probe, die potentiell HAdV-DNA enthalt. 
. Bereitstellen zumindest eines Primerpaares, das jeweils spezifisch an 
die DNA von zumindest 25 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden 
kann, 

- Vermischen des zumindest einen Primerpaares mit der Probe, 

- Einstellen von Bedingungen, die eine spezifische Bindung je eines der 
Primer an je einen der DNA-Strange jedes einzelnen der besagten 25 
HAdV-Typen enmoglichen, 
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- Amplifizieren der durch das zumindest eine Primerpaar begrenzlen Be- 
reiche jeder der in der Probe tatsgchlich enthaltenen DNA der 25 
HAdV-Serotypen. 

- Detektieren amplifizierter DNA-Bereiche, 

4. Verfahren zum Nachweis von HAdV-DNA in einer Probe, mit folgenden 
• Schritten: 

- Bereitstellen einer Probe, die potentiell HAdV-DNA entfialt, 

- Bereitstellen zumindest eines Primerpaares, das jeweils spezifisch an 
die DNA von zumindest 15 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden 
kam, 

Bereitstellen einer Sonde, die jeweils spezifisch in den durch das zu- 
mindest eine Primerpaar begrenzten Bereichen an die DNA von den 
gleichen zumindest 15 unterschiedlichen HAdV-Serotypen binden 
kann, 

- Vemnischen des zumindest einen Primerpaares mit der Probe, 
Vennischen der Sonde mit der Probe, 

- Einstellen von Bedingungen. die eine spezifische Bindung je eines der 
Primer an je einen der DNA-Strange jedes einzelnen der besagten 15 
HAdV-Typen emnoglichen, 

- Amplifizieren der durch das zumindest eine Primerpaar begrenzten Be- 
reiche jeder der in der. Probe tatsachlich enthaltenen DNA der 15 
HAdV-Serotypen. 

- Einstellen von Bedingungen, die eine spezifische Bindung der Sonde 
an Abschnitte der amplifizierten Bereiche erm5glichen, 

. Detektieren amplifizierter DNA-Abschnitte, an die eine Sonde gebun- 
den ist. 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 2-4, dadurch gekennzeichnet. dass 
zum Amplifizieren keine degenerierten Primer venwendet werden. 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 2-5, dadurch gekennzeichnet, dass 
zum Amplifizieren weniger als 11. bevorzugt weniger als 5. wiederum bevor- 
zugt weniger ^ls 3 zu einander verschiedene Primer eingesetzt werden. 
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7. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-6, dadurch gekennzeichnet, dass 
Nukleinsauren gemSB Anspruch 1 als Primer zum Amplifizieren eingesetzl 
werden. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-7, dadurch gekennzeichnet. dass 
als Sonde eine NuklelnsSure gemdd Anspruch 1 eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-8, dadurch gekennzeichnet, dass 
der amplifizierte Bereich ^00, bevorzugt ^00 wiederum bevorzugt ^150 Ba- 
senpaare umfasst. 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-9, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Detektion der amplifizierten DNA-Bereiche unter real time Bedingungen 
(a)wahrend und/oder (b) nach einem, mehreren Oder jedem Amplifikati- 
onsschritt erfolgt. 

11. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Detektion der amplifizierten DNA-Bereiche quantitativ erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-11, dadurch gekennzeichnet. 
dass als Primer Nukleinsauren, die nach Anspmch 1 homolog zu den Se- 
quenzen SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 sind und/oder als Sonde eine mar- 
kierte NukleinsSure. die nach Anspruch 1 zu der Sequenz SEQ ID NO. 3 
homolog oder zu einer solchen homologen komplementar ist, venwendet 
werden. 

13. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-12. dadurch gekennzeichnet, 
dass ein TaqMan PGR-Verfahren zur Amplifikation und Detektion venwendet 
wird. 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 2-13. dadurch gekennzeichnet, 
dass im Amplifikationsschritt die Primerbindung (annealing) bei ^ 48 "C, be- 
vorzugt bei ^ 50 X. welter bevorzugt bei ^ 53 "0, wiederum bevorzugt bei ^ 
55 erfolgt. 
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15. Kit, umfassend Primerpaar und Sonde, jeweils bestehend aus Nuklein- 
sSuren gemSK Anspruch 1 . 

16. Venvendung einer oder mehrerer Nukleinsauren gemaB Anspruch 1 Oder 
eines Kits gemSB Anspruch 15 zum Nachwels von HAdV-DNA. 

17. Verfahren zum Charakterlsieren von HAdV-Serotypen mit folgenden 
Schritten: 

- Nachwels von HAdV-DNA in einer Probe gemaB einem der Anspruche 
2-14 

- Charakterlsieren in der Probe enthaltener nachgewiesener HAdV-DNA 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Medizinische Hochschule Hannover 

5 <120> Mittel und Verfahren zum Nachweis humaner Adenoviren 

<130> MA 7216-OlWO 

<160> 3 

. <170> Patent In version 3.1 

10 

<210> 1 
<21X> 23 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
15 .<220> 

<223> Consensus sequenz fuer HAdV 
<400> 1 

gccacggtgg ggtttctaaa ctt 
23 

20 

*<210> 2 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
25 <220> 

<223> Con^ensussequenz fuer HAdV 

<400> 2 

gccccagtgg tcttacatgc acatc 
25 

30 <210> 3 
<211> 29 
<212> DNA 
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<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Consensussequenz fuer HAdV 
<400> 3 

tgcaccagac ccgggctcag gtactccga 
29 
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The International Searching Authority has determined that this international application 
contains multiple (groups of) inventions, as follows: 

1. Claims 1. 7, 8, 12, 15, 16 (in part) 

Nucldc acid SEQ ID NO: 1 

2. Claims 1, 7, 8, 12, 15, 16 (in part) 

Nucleic acid SEQ ID NO: 2 

3. Claims 1.7, 8, 12, 15, 16 

Nucleic acid SEQ ID NO: 3 

4. Claims 2-6, 9-11, 13-14, 17 and 7, 8, 12, 16 (in part) 

Method for detecting HAdv-DNA, kit and use thereof 
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